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PROCEDE POUR LA FABRICATI01>» PB PROPUITS LAIT IERS, AU 
MQYEW P ■ AOTXCORPS . 

t.* invention concerns un proe^ds pour la fabrica- 
tion de produits lax tiers, notamment un proc^6 pour la 
5 fabrication de fromagoo, at plus pr^clfl^ment de fromagea 
h p&te presses cuite. 

Comme on lo salt^ 1© lait contient de noinbreuses 
bact&cles. Certaines de ces bacteries, en se developpant, 
se transforment en spores qui, lorsque les conaitions de- 
10 viennont favor ables notamment s*ous I'effct de 1» Eleva- 
tion du pB et do la temperature, germent pour donner nais- 
sance a de nouvellea bact&iee qui aXors se muXtiplient. 
Certaines bacteries soot necessaires. En revanche, d'au- 
tres sont inddsirables. Parml cos bacteries nuisibles, on 
15 connalt cellea dfinomin6os Uo^tUdiam tyKob'atyJUcam dont ^ 
la presence, lore de l-a££inage, est susceptible de pro- 
voquer des accidents tecbniques, tels que notamtnent des 
gonfleraents tardifo du fromage ot des mauvals goiits. 

La spore de cette bacterie, dSno&m^e par les tecb- U: 
20 niciena du lait '^batffiUqii€^ est malheureusement thermo- gr, 
r6sistante & la temperature de pasteurisation, de sorte 
qu'elle n'est pas d^truite Xora de 1 'operation olaspique p. 
de pasteurisation. 

Pour eliminer cette spore nuislble , on a tout d * a- ^ 
25 bord propose de faire appel h des moyens physiques , tela 

que la centrifugation (denommee 6galement "bactofugation" ) ^ 
ou la decantation (d6noniroee aussi "crfemago")- Ces tech- 
niques physiques ont malheureusement une efficacitS pra- 
tique assez limitee et surtout necessitent des investis- 
30 sements importaDts« 

Receniment, on a propose d' eliminer 1' influence des 
spores butyriques par vole chimique. on a suggSre par 
exemple d'incorporer au lait des sels oxyd.ants ,tels que 
des nitrates. Bien que cette technique donne parfois de 
35 bons resultats, notamment avec les froivages de Gouda, 
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ella eai: d© plus en plus interaite dana de nombreux pays, 
par suite de ses posfiil>les effens canc&rig&nes secondai^ 
res* 

Dans le brevet; Uritannique GB-A-2 014 032, on a pre- 
S poae d'aiouter au lait du lysozyme ou un sel organique 
non toxlque de lysozyme. ce traitement prfivi^nt effica- 
cemeni: 1 -hyperfermontation de la spore Clo^tUdXnm ^gJto- 
biUyUaam et meme le Ca^^XJiKUam Spom^n2A Malheureuae- 
meni:. le lyeozyme s'adsorl>e au hasard sur le rfiseau de 
10 om^&Kne. ce qui, d^une part, necesstte d-en ajouter des 
quantitfis appreciates (de l»ordre d-au raoins 200 mg/kq 
de fromage) et d' autre part et sur tout, a d6s effets se- 
condaires negatifs sur certaAna ferments qui sont indis- 
pensables h la fabrication du fromage. 
15 Bre^, bien que 1 « incorporation du lysogyme au lait 

solt autoris^e. <=e proc^dA ne peut 6tre Tg&i&^alis6 ^ la 
fabrication de fronages, notamraent de fromage k p^te pres- 
see cuite, ear 11 n^ceasite des quantitfis- Importantea de 
r^actifs et surtout n'eat paa s^lectif . 
2 -J I, ' invention pallie cea inconv^nienta . Elle concerne 

un precede pour le traitement du lait qui vise a ^llminer , 
1» influence des spores de QtQAtiuMMm tyMbatif^cum pour 
empdcher , lors de la fabrication du fromage, les effets 
pjervers de cetHe bact&rie indfisirable, sana toutef ois at- 
25 taquer les autres bact^ries, notamraent a Grain positif , qui 
sont necessaires pour 1 ' Elaboration de ce fromage. 

Ce proc6dS selon 1* invention, pour la fabrication de 
produits laitiera au moyen d-anticorps, se caract6rise en 
ce que l»on incorpore an lait un anticorps antl-apores de 
30 CtoAtJildJiam tyKobtUf/^iMuun aur lequel a 6^6 flx6e une subs- 
tance apte h dfitruire les bacteriea issues deadltea spores. 

Conine on le salt, un anticorps est une subst:ance spe- 
cif ique de defense f orin^e dans un organisme i la suite de 
1« introduction d'un antig^ne dans cet organisme physique. 
35 II s'agit de ce que l"on appelle une reaction inmunltaire. 
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Les mol^culea d'antlcorps presentent plusieiurs slties ac- 
ting • Cas composes aont, bien conaus &t largeme^t decrlts 
dans la litter atlire . ' 

Avaatagetisemen^, la «tibstance flxee sur l*aiit±corps 

5 est: cbolsie dans Xe groupe constl^ue paf le lysosyne ^ la- 
nisi-ne, les prodnits bacti^rlolytlques. 

En d'autres termes. 1' Invention consi^te, dans le 
lait, a fixer sur les spores indesirables -C4M-tAXtUum 
tyJi'obatgAdjdumf des antlecrps ap^eifiques.ayant comrae 

10 princlpe aetif iine substance bact^rioly tique telie que 
le lysozyme. la'nisine, etc*'. Lors de -la. f Extrication du 
fromage avec le> lai^ alnsi traits^ les spores Ind^slra^ 
bles qui portent les antlcorps von't tout d"abor<S s*eroprir' 
sonner dans le r^eau de cas££ne« puis sous I'effet de 

15 1 'augmentation de pH, voire de temperature vont ger- 
ner POur, lors de l*a££inage du fromage^ pour se 
transfomer en se mul'tlpliant. en bactfiries indSsirables . 
Mais en ^datant^ les spores se trouvent environn£es par 
les antlcorps qui portent le principe €ictif '» - Aix^i ^ cea 

20 prindpes actios entr.ent en contact avee les paroxs des 
baeteries nalssantes au fur et a roesure de leur develop- 
penent, d£truisent ces baeteries en les lysant* 

De mfiine, comme .on le salt, le lysd^yipo est una en- 
zyme lytique qui catalyse I'hydrolyse de certalnes lial- 

25 sons giueidigues des polysaccharides de la paroi des bae- 
teries. Cette ensyme que I'on trouve notamment dans le 
blanc d*o'i^u£ (et que I'on ddnomme aussi ffl(Uia«lXcfMe) , agit 
sur les cellules vegetatives de CZo6tAjLiLuim ti/KobuXgJvLcam, 
male est inactive sur la spore de ce micro^^organisme, 

30 Selon une autre image ^ a 1* ins tar d'une £us£e h t^te 

chercbeuse nais h bonbe de ^etardenent.^ 1 ■antlcorps spS- 
cifique avec son principe actif (lysozyme) est apte a 
reconnaltre les spores ind€sirables^ puis a venir se fi- 
xer sur ces spores. Lorsque sous l'e££et de la germina.^ 

35 tion^ la spore indesxrable se developpe« puis- se gonfle^ 
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an£in delate poiar do'nner naispance'aux bacterlee, les" 
parois de cea bact&ries formSes se. lysent: au contaci: des 
prlncipes acti£d (lysozyme) po^t^spar les antlcorps qui 
30 tirouvent dans* X'environnement ImmSdiat et la bactdrie. 

5 sLtat, formee eat lyooe. Ces toact^riea iadaslr^lea aonH- 
done detruitea au fur et a nesure de leur fooaatlon. 

. La preparation dea anticorps apSci'fiquea selon I'in^ 
vention, a"effectue de mani&re- connua. On Injecte par 
eatemple des spores entieres chez un animal pour provoquer 

10 la formation d' anticorps spSci£iques de la spore de C£a^- 
t^UxUam tgftobaJtgnMciim ou de sea conetituants ^ par des ni6- 
thodea ph'ysico-chimiques ou * Imnunologiqnes connues, ces 
anticorps spfidfiques sent purifies. 

Parall&lement » de £a9pn connue, on prepare le produit 

IB bact6rioly tique . Avantageuaement pour des raiaona economic 
ques, on utilise le lyaozyme du blanc d*oeuf ,id6nonii!i6 aua- 
sl ••m^ftfljacciMe"! 

Egalement, -de raanifere connue, on greffe ce principe 
actif sur un ou plusleurs anticorps apeai£iques de I'iii-* 

20 vention* 

Dans une preiai&re foriae de realisation « le principe' • 
actif bactfirioly tiqub eat greff^ directioinent par une . liai- 
son covalente sur une mol.iScule d" anticorps. L" anticorps 
greffe est ensuite dos^« puis est conditionnS soit dans 

25 ■ du glycerol ou dans un melange tampon glycerol^ soit est 
lyopbilis^. Ce produit grefffi, do,s£, conditio'nne eat en- 
suite incorpor£ dans le lait^ notamm'ent lors de la phase 
dite de *?mat\iration** , c'est-k^fdire I'^tape de preparation 
du lait pour la trensforroation en fromage. On incorpore 

30 au lait ce produit, ^ raison de 0«02S ^ 2,5 mg de princi- 
pe actif par kilo de fromage » Puis de-mani&re connue, on 
transforms le lait auquel on a incorpor^ ce produit gref^. 
fe. actif en fromage, par example' en fromage p&te. pres- 
age cuite^ Lorsque, lors de I'afCinage et plus pr^cis^w . 

3S ment de la germinatloi) , les bact^rl'es se ferment « elles 
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rencontrent les principes actifs, c'est-a-dlre les lyso- 
synes port^fi. par les antiicorps, qui les detrulsent au 
fuc et a mesure de leur formation. 

Dans une deuxifeme forme de realisation, les princi- 
5 pes actifs soot incorpor^a dans un liposome couplfi aux- 
dits antlcorps anti-spores ap&siflques selon 1» invention. 
Comroe on lo salt, un "liposome" est une enveloppe conte- 
nant des substances solvdsles* De maniire connue, on fa- 
brique done un liposome contenant du pro4uit bacterioly- 
10 tique. De meme, de maniere eonnue, lors dc la prepara- 
tion de cos liposomes, on* introduit dans leur membrane 
des moldcules anphiphiles (lipopolysaccbarides ou lipo- 
prot^ines) sur lesquelles on fixe des prot^ines telles 
que des antlcorps anti-spores sans principe actif . Lors 
IS da la maturation du lait, on incorpore la ro6nie quantity 
de liposomes que d-dessus, c'est-a-dire de 0,025. & 2,5 
mg de principe actif par kilo de fromage. 

liors de la transformation du lait en fropage, par 
exemple lors de l»6tapo de chauffage 53*C, la membrane 
20 du liposome se detruit en liberant le& principes actifs 
dans 1 < envlr onnement iromSdiat des spores « 

La roani^r© dont 1 •invention peut Stre r^alisee et 
les -avantages qui en d^coulent ressortiront mleux des e- 
xemplea qui suivent donnes h titre Indicatlf mais non 11- 

2S mitatif . 

Example 1 : 

De maniere connue, le lait. est pasteurise et stan- 
dardise au taux de mati&res grasses voulu, Ce lait autoit 
ensuite une etape de maturation par un stockage h temp6- 
30 rature contrdlSe (en pratique a une temperature comprise 
entre 4 et 18*c) avec adjonction de ferments lactiques 
et ce, pendant une dur^e comprise entre huit et vingt 
heures . 

parall^lement , de maniere connue, on greffe par co-' 
3S valence une ou plusieurs molecules de muJcamAjtoAZ sur une 
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molecule d'anticorps anti^spores dosie & unr milligramme 
de proteines par niilliliHre et conditioDH^ dana uri dbt 
lange tampon-glycerol 1/1- Ce complexe biologique est 
addii:ioniie au lait au d^ut de la phase de raaturaHlon el: 
5 est disperse dans le lait sous l-e«et d-une legere agi- 
tation ou d'une agitation interaittente . L'anticorps spe- 
dflque se fixe done selectivement sor les spores de 

on proc^de ensuite & la fabrication classique d^un 
10 fromage d'Eraniental, notamment avec lea 6tapes tradition- 
nellea de rSchauff age ^ 3a-33»C, coagulation, d&oupage da 
grain; brassage, chauffage ^ 50-S3*c, lavage eventuel, mlse da grain en 
moule, pressage, mise en saumure. Pendant toutes ces 
operations, lea complexes anticorps-principes actifs so 
15 flxent ou restent proches dea spores. 

Lorsque durant 1' operation d'affinage les conditions 
deviennent f avorables (notamment de pH ou de temp&raturo) ^ 
les spores germent et les cellules vegdtatives f orinees 
sont imin^diatement detruites par lyse grfice au lysozyme 
20 agisoant comme principe actif . 

Ainsi, dans l-Bmmental forni^, on ne detect e plus la 
presence des bactdries nuisibles Cto4^tJU(Uum ZyAobiUyfU- 
aum. on £vite ainsi les effets nefastea de gonfleroent et 
de mauvais goiit. 
25 Example 2 : 

On repete 1» example 1, maie en remplagant I'antlcorps 
specifique coupl^ directement par liaison covalente par 
un anticorps coupl^ & des liposomes contenant "a l'int6- 
rieur de leur menOarane du lysozyme. La membrane, tbertoo- 
30 sensible de ces liposomes se ddtruit k una temperature 
de lyse .correapondant la tempSrature de brassage Cen- 
tre 48 et 70 'C). De la mdme fagpn qu'a 1> example 1, lors 
de l«4l6vation de la temperature « la membrane du liposome 
va ^dater en liberant lea principes actif s (lysoayme) 
35 qui vont immediatement s* adsorber sur le r^seau de caseSua^ « 
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^.proxlmite de Xa spore, lorsqiae cette jspora nuisiDJ:e va 
germer pour donner nalasance h d4 nouvelXea bactSries • . * li 
Au £ur et h mesure de leur dSveloppexnent^ le lysoKyme ly- r 
30 les cellules v4g£tatlves form^os, dStrculsant aln^l ^ 
5 CO0 laactories au fur et a mesure de .leur formation » 

Dans la fromage ^oriii£> Gomni^ pr^c^demment , -on ob-* ^ 
tlent pas la presence de bacteries nuxsibles. 

Exerople 3 z 

On rep&te l^exeraple 1 en.rempla^ant. le .lysozyme peir i 
10 de la n±al0e^ 

on obtlent des rdsultats analogues, - . 
Le procede aelon 1* Invention presente da noinbreux 
avantages par rapport aux proced^s connus a ce jour / no<- 
tamment ceux du tjrpa dans lequel on f aisait d^JSi appel 
IS & du lysosyme (voir •.notamment 014 032- cit£ dans 

le pr6aiiibule)«an peut essentieXlement alter z. 

- le fait d'dtre selactif pulsgue 1* on fait appel 
h un antlcorps antl-^spores specifigue gul p'ermet ainsl 
1* utilisation optlmale du principe. actif : en effat'^ .si 

20 te prinpipe* aetif £tait libra dans le lait, 11 detruirait 

■ *- - 

indistinctement un grand nombre de bacterles a G?:atn po- 
sltlf , y comprls les ferm^n^ts gul* sent -ndcessalres a la 
fabrication du froraage ; c^la'permat de r^dulre consld^- 
rableroent la quantite de prlncipes actios a -Incorporer^ 
25 puisgue, en pratique, 11 suffira de guantltiS mllle a 

cent mllle fols molndres, ce- qui/r^dult; conslderafilement - 
lea codts d ' exploitation 

- enfin, 1 " absence d^eff eta pervers, pulsque on h*B- 
limlna que le - Cto^tAZdjfjm tgn.ohatguicuM et- rlen d -^au-- / 

30 tre. 
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RBVENDltATIONS ' * . " 'r-'i- 

— . t b 

1/ Precede pour Xa fabrication de produite laitlers CO 
au rooyen d ' antlcorps , carae^6ri-a6" en- ce que 1"oq -Incorpo- ' 
-re au lalt: un an tlcorps anUi '-•spores eld 4!£a4't:^rfXaffl ^KO- -rj^. 
5 batgJLle.um, stir lequei a 4te £lx6e une .substance apte k 
a£trulre lea l>act6rleB Issues desdita spores • 

2/ PrpcSd^ selon la revendlcation 1, caraeteris^ en 
ce que la substance fix^e sur I'antlcorps est choisle 
dans le groups co^atltue par la lysozyme^ la nxslne, les ^ 

10 prodults bactSr iolytlques • " . 

- - ,j 

3/ ProcSde selon la revendicatlon 2« caract^rlsS eh 
ce que le princlpe actlf du lysoisyine est t±x4 sur l«an^ ^ 
tlcorps anti-spores. ~ ' 

4/ Procdd^ selon la revendicatlon 3, caracterisS en 
15 ce que le lysozyme est greffi directement sur I'antl* 
spores par liaison' covalente. . 

5/ Precede selon la revendicatlon 4, caractSrise en_ 
ce que llantlcorps grjefif^ est -soit c'onditionne dans du 
glyc£i!ol^ solt eat lyophllis6« 
20 6/ ProcSdfi selon la revendical:ion 1, caractdrisS en 

ce que le prlncipe actlf est Incorpor^ dans ~un liposome ' 
coupl£' auxdlts an-ticorps- anti-spores 

7/ Proc£d£ selon la revendicatlon - 6 « caract^ris^ en 
ce que lesdits anticorps^ anti-spores sent greff^s sur 
25 la membrane du liposome- contenant les prlncipes actlfs. 

8/ Pxoc6d£ selon la revendicatlon 1/ caract&risS en : 
ce que 1 * incorporation .de I 'anticorps' anti-spores spe--' 
cl£ique s'effectue lors de Xa maturation du lalt en vue 
de sa transformation en fro^mage, - 
30 9/ Proced6 selon l*une dea revandications 1 a 8^ 

caracterlsd en ce que l<on incorpore de 0,025 a 2>5 mg 
de princlpe actl£ par kilo de £romage. 

10/ Procedd selon la revendicatlon 1^ ^aracterls^ &n 
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ce que le princtpe actif fixe sur I'antioorps est Iib6x6 
lore de la germination da spore dans lo lait transforme 
en £remage. 
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